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甜瓜 ＳＲＡＰ多态性分析
及在品种鉴定中的应用

王 掌 军１，王 建 设２，刘 生 祥１
（１．宁夏大学 农学院，宁夏 银川７５００２１；２．国家蔬菜工程技术研究中心，北京１０００８９）

　　摘　要：以国家蔬菜工程技术研究中心甜瓜单倍体育种组提供的１２份薄皮甜瓜，３０份厚皮
甜瓜，２份野生甜瓜为试材，该研究优化了甜瓜ＳＲＡＰ反应体系，筛选出１０对引物组合，分析了
甜瓜多态性并对品种进行鉴定。结果表明：１０μＬ反应体系为１×Ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，引物组合各２０ｎｇ，
模板ＤＮＡ　２０ｎｇ，ｄＮＴＰｓ　２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶０．２Ｕ。１０对引物组合在２份甜瓜上共
扩增出１６６条带，其中多态性条带１０４条，每对引物组合平均能扩增出１０．４个多态性位点。甜瓜
间遗传距离在０．０８～０．７９（平均为０．３５７），５４份甜瓜被分为二大类：Ⅰ类包括１份印度野生甜瓜和
３份哈密瓜；Ⅱ类可再分为２个亚类：Ⅱ－１，是１２份薄皮甜瓜；Ⅱ－２，包括１份中国野生甜瓜和３７份厚
皮甜瓜。引物组合ｍ２１ｅ０１、ｍ２１ｅ１０和ｍ２１ｅ１１区分率分别高达７９．６％、８１．５％和７９．６％，有助于
品种的高效鉴定。
关键词：甜瓜；ＳＲＡＰ；多态性；品种鉴定
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　　甜瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓ　ｍｅｌｏ　Ｌ．）属葫芦科（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）
黄瓜属（Ｃｕｃｕｍｉｓ　Ｌ．）甜瓜亚属（Ｓｕｂｇｅｎ　ｍｅｌｏ）［１］。我国
种植甜瓜已有三千多年的历史，其种植面积逐年扩大，
在世界十大水果中仅次于葡萄、香蕉、柑橘、苹果［２］。
据统计，我国甜瓜栽培面积和产量均居世界第１位［３］。
由于鉴定的形态标记和同工酶标记的数量十分有限，
制约了甜瓜经典遗传与育种科学研究的发展。２０世
纪８０年代，特别是２０世纪９０年代以来，利用ＤＮＡ分
子标记使甜瓜种质资源分子生物学研究领域取得了长

足的发展［４］。随着研究工作的深入，仍然需要开发高
效揭示甜瓜品种遗传差异的新型分子标记。相关序列
扩增多态性（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＲＡＰ）是一种新型的基于ＰＣＲ标记系统，由美国加州
大学蔬菜作物系Ｌｉ等提出，又叫基于序列扩增多态性
（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＢＡＰ）［５］。
该标记通过独特的引物设计对 ＯＲＦｓ（Ｏｐｅｎ　Ｒｅａｄｉｎｇ
Ｆｒａｍｅｓ）进行扩增。上游引物长１７ｂｐ，５′端的前１０ｂｐ
是一段填充序列，紧接着是ＣＣＧＧ，组成核心序列及３′
端３个选择碱基，对外显子进行特异扩增。下游引物

长１８ｂｐ，５′端的前１１ｂｐ是一段填充序列，紧接着是
ＡＡＴＴ，组成核心序列及３′端３个选择碱基，对内含子
区域、启动子区域进行特异扩增。因不同个体、物种的
外显子、内含子、启动子及间隔区长度不同而产生多态
性。该标记具有简便、稳定、中等产率、便于克隆测序
目标片段的优点。此外，ＳＲＡＰ标记的是采用复性变
温法来进行扩增，即开始的５个循环中复性时采用
３５℃的低温以确保引物与靶序列的配对，之后的３５个
循环中则将复性温度提高至５０℃以确保指数式扩增。
此标记已在多种植物中试验过，并应用于遗传图谱构
建［６－７］、遗传多样性评价［８－９］、基因标记［１０－１１］、基因差异
表达分析［１２－１３］，以及在杂种优势研究方面有零星应
用［１４］。该研究优化了甜瓜ＳＲＡＰ反应体系，利用筛选
的１０对多态性引物组合分析甜瓜多态性及对品种进
行鉴定，旨在开发高效揭示甜瓜品种遗传差异的新型
分子标记。

１　材料与方法
１．１　试验材料

５４份甜瓜（编号１～１２为薄皮甜瓜，３０份厚皮甜
瓜，２份野生甜瓜）由国家蔬菜工程技术研究中心甜瓜
单倍体育种组提供，其名称、形态分类及来源见表１。
ＳＲＡＰ引物由上海博亚生物技术有限公司合成，
尿素购于Ｐｒｏｍｅｇｅｒ　Ｃｏｍｐａｎｙ，ＡＣＲ－ＢＩＳ购于北京欣金
科公司，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶和ｄＮＴＰｓ购自天根生化科
技（北京）公司，Ｍａｒｋｅｒ由华美生物技术公司合成；美
国ＰＥ９６００ＰＣＲ扩增仪，美国Ｓｉｇｍａ离心机，法国吉尔
森微量移液器。
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　　表１　 ５４份甜瓜的来源及形态分类
　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　５４　Ｃ．ｍｅｌｏｎ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

名称

Ｎａｍｅ

分类

Ｃｌａｓｓｉｆｙ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

名称

Ｎａｍｅ

分类

Ｃｌａｓｓｉｆｙ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

名称

Ｎａｍｅ

分类

Ｃｌａｓｓｉｆｙ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

１ 盛开花 香瓜 山西 １９　 ４Ａ１０４５ 无网纹 新疆 ３７　 ４Ａ１２８２ 无网纹 内蒙古

２ 五龙白 香瓜 黑龙江 ２０　 ４Ａ６５７ 无网纹 美国 ３８　 ４Ａ１３４５ 无网纹 台湾

３ 白莎蜜 香瓜 黑龙江 ２１　 ４Ａ６６４ 无网纹 山东 ３９　 ４Ａ１３４４ 无网纹 内蒙

４ 红城脆 香瓜 辽宁 ２２　 ４Ａ６６９ 无网纹 日本 ４０　 ３Ａ８２７ 哈密瓜 新疆

５ 黄金道 香瓜 辽宁 ２３　 ４Ａ７０４ 无网纹 甘肃 ４１　 ３Ａ８３２ 哈密瓜 新疆

６ 灰鼠子 香瓜 辽宁 ２４　 ４Ａ８８７ 无网纹 日本 ４２　 ３Ａ８２９ 哈密瓜 新疆

７ 银莎蜜 香瓜 山东 ２５　 ４Ａ１００４ 无网纹 新疆 ４３　 ３Ａ８２３ 哈密瓜 新疆

８ 富丰绵菜瓜 菜瓜 河南 ２６　 ４Ａ１３８６ 无网纹 内蒙 ４４　 ４Ａ１５７３ 哈密瓜 新疆

９ 富丰酥菜瓜 菜瓜 河南 ２７　 ４Ａ９０１ 无网纹 北京 ４５　 ４Ａ１５６９ 哈密瓜 新疆

１０ 一窝猴 菜瓜 河北 ２８　 ２Ａ７３７ 无网纹 荷兰 ４６　 ３Ａ８２５ 哈密瓜 新疆

１１ 黑皮棱子 菜瓜 河北 ２９　 ４Ａ９１４ 无网纹 俄罗斯 ４７ 皇后 哈密瓜 新疆

１２ 八棱菜瓜 菜瓜 河北 ３０　 ４Ａ９４２ 无网纹 甘肃 ４８　 ４Ａ１５８８ 网纹 以色列

１３　 ４Ａ４１ 网纹 泰国 ３１　 ４Ａ９３２ 无网纹 韩国 ４９　 ４Ａ１５７６ 哈密瓜 新疆

１４　 ４Ａ４５ 网纹 日本 ３２　 ４Ａ９８５ 无网纹 山东 ５０　 ４Ａ１５７９ 哈密瓜 新疆

１５　 ３Ｂ１３６ 网纹 台湾 ３３　 ４Ａ１３５５ 无网纹 甘肃 ５１　 ４Ａ１５７２ 哈密瓜 新疆

１６　 ４Ａ３１２ 网纹 新疆 ３４ 金蛋子 无网纹 甘肃 ５２ 小金丽 哈密瓜 新疆

１７　 ４Ａ１２４ 网纹 日本 ３５　 １２２３ 无网纹 韩国 ５３ 马疱 野生甜瓜 河北

１８ Ａ１７４ 网纹 台湾 ３６　 ３Ａ１２７４ 无网纹 内蒙古 ５４ ＰＩ４１４１７２３ 野生甜瓜 印度

１．２　试验方法
１．２．１　甜瓜基因组ＤＮＡ提取　称取甜瓜嫩叶１ｇ，采
用ＣＴＡＢ方法［１５］，略加改动提取ＤＮＡ，根据经验公
式：ＤＮＡ含量＝Ａ２６０×５０，计算 ＤＮＡ含量。最后将
ＤＮＡ浓度稀释成１０ｎｇ／μＬ，放入－２０℃冰箱备用。
１．２．２　ＳＲＡＰ优化的反应体系、扩增和电泳　参照甜
瓜反应体系优化方法［１６］。基础反应体系为１０μＬ，扩
增缓冲液１×Ｂｕｆｆｅｒ为１μＬ，引物用量各为１０ｎｇ，
ｄＮＴＰｓ浓度为２．０ ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合酶为
０．５Ｕ，模板 ＤＮＡ 为２０ｎｇ，最后用重蒸水补充到
１０μＬ。反应热循环为：预变性９４℃，５ｍｉｎ；预扩增程
序９４℃１ｍｉｎ，３５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，５个循环；扩增
程序９４℃１ｍｉｎ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃５ｍｉｎ；最后保存在４℃。反应液扩增产物５μＬ在
１×ＴＢＥ、６．０％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，采用银染方
法显影后将胶自然风干，结果扫描于电脑进行分析。
１．２．３　ＳＲＡＰ引物筛选　将组配的２８０对引物组合用
２个模板ＤＮＡ逐一筛选，记录条带清晰、有多态性的
引物组合编号，将该引物组合再重复１次，验证其可靠
性，如果能够清晰、稳定重复出多态性，记录下引物组
合、多态性条带数、条带总条数、在模板上的分布及分
子量大小，以备用于多态性分析和品种鉴定。
１．２．４　数据统计与分析　ＳＲＡＰ的扩增产物以０、１、９
统计建立数据库［１７］。在相同迁移位置，有带的记为１，
无带的记为０，扩增失败或缺失数据记为９。将这些数
据输入Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ聚类统计软件中进行聚类分析，获得

聚类图。遗传相似系数（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，ＧＳ）按公
式ＧＳ＝２Ｎｉｊ／（Ｎｉ＋Ｎｊ）计算，其中Ｎｉｊ表示基因型间共
有带数目，Ｎｉ和Ｎｊ表示２个种质的条带数目；遗传距离
（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｄｉｓｔａｎｃｅ，ＧＤ）按公式ＧＤ＝１－ＧＳ计算；聚类
分 析 按 ＵＰＧＭＡ（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ　ｐａｉｒ　ｇｒｏｕｐ　ｍｅｔｈｏｄ
ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ　ａｖｅｒａｇｅ）方法，应用Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ统计软件中
Ａｎａｌｙｓｉｓ命令进行聚类作图。

２　结果与分析
２．１　ＳＲＡＰ反应体系的优化
２．１．１　引物组合和模板ＤＮＡ用量对甜瓜扩增反应的
影响　在１０μＬ反应体系中，引物组合对扩增反应的
影响，见图１（Ａ）。引物组合用量分别各为５、１０ｎｇ时，
虽扩增出的主、次条带数较多，但亮度很暗、模糊不清；
当分别各为１５、２５ｎｇ时，主带扩增清晰，但次带暗淡
且条带数减少；当为２０ｎｇ时，扩增产物清晰、条带数
较多，效果最优，故引物组合用量确定为各２０ｎｇ。模
板ＤＮＡ设定为５、１０、１５、２０、２５ｎｇ　５个梯度，见图１
（Ｂ）。当ＤＮＡ用量为５、１０ｎｇ时，虽扩增出的主带清
晰，但次带亮度很暗、模糊不清；用量为２５ｎｇ时，主、
次带数减少并亮度很暗；用量为１５、２０ｎｇ时，主、次条
带亮度加强，次带数也增多（２０ｎｇ时效果尤为明显）。
确定２０ｎｇ模板为反应较为适宜用量。
２．１．２　ｄＮＴＰＳ和Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度对甜瓜ＳＲＡＰ
扩增反应的影响　在设定的ｄＮＴＰＳ浓度范围内，见图
１（Ｃ）。当ｄＮＴＰＳ浓度在２．５、３．０、３．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩
增条带数少，且主带亮度较暗，次带出现弥散；浓度在
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１．５、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增的主、次带亮度较强，且次带
条带数较多，相比较之下，２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时效果最优，故
ｄＮＴＰＳ浓度确定为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓
度梯度设定为０．１、０．２、０．３、０．４和０．５Ｕ，见图１（Ｄ）。
Ｔａｑ聚合酶是ＳＲＡＰ扩增反应中非常关键的因素。当
Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度为０．３、０．４Ｕ时，主带虽清晰，
但次带扩增不清晰且条带数少；当浓度为０．１、０．２、

０．５Ｕ时，条带扩增稳定，并主、次带亮度较强。综合考
虑试验效果与试剂用量，确定Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度为
０．２Ｕ。据此建立了ＳＲＡＰ优化反应体系（１０μＬ）：扩
增缓冲液１×Ｂｕｆｆｅｒ为１μＬ，引物组合用量各为２０ｎｇ，
模板 ＤＮＡ　２０ｎｇ，ｄＮＴＰｓ浓度为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶为０．２Ｕ，最后用重蒸水补充到１０μＬ。

图１　甜瓜ＳＲＡＰ反应体系中主要因素影响

　　注：Ａ：１～５引物组合用量分别是５、１０、１５、２０、２５ｎｇ；Ｂ：６～１０模板ＤＮＡ用量分别是５、１０、１５、２０、２５ｎｇ；Ｃ：１１～１５ｄＮＴＰＳ浓度分别是１．５、２．０、２．５、３．０、３．５ｍｍｏｌ／Ｌ；

Ｄ：１６～２０Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度分别是０．１、０．２、０．３、０．４、０．５Ｕ；Ｍ分子量从下至上分别是１００～１　０００ｂｐ　Ｌａｄｄｅｒ。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍａｉｎ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｕｓｉｎｇ　ＳＲＡＰ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ｉｎ　Ｃ．ｍｅｌｏｎ
　　Ｎｏｔｅ：Ａ：１～５ｅｘｐｒｅｓｓ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｐｒｉｍｅｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｗａｓ　５，１０，１５，２０，２５ｎｇ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ：６～１０ｔｅｍｐｌａｔｅ　ＤＮＡ　ａｍｏｕｎｔ　ｗｅｒｅ　５，１０，１５，２０，２５ｎｇ；Ｃ：１１～１５

ｄＮＴＰＳ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｗｅｒｅ　１．５，２．０，２．５，３．０，３．５ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：１６～２０ＴａｑＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｗｅｒｅ　０．１，０．２，０．３，０．４，０．５Ｕ；Ｍ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｂｏｔｔｏｍ　ｕｐ　ｗａｓ

ｆｒｏｍ　１００ｔｏ　１　０００ｂｐ　ｌａｄｄｅｒ．

２．２　甜瓜ＳＲＡＰ多态性引物筛选
引物组合逐一用２份地域差异较大材料（马疱、

ＰＩ４１４１７２３）ＤＮＡ进行筛选，结果２８０对引物组合中
２４９对都有扩增，占８８．９３％，可扩增出４～２７条带。
其中，２３９对引物组合扩增条带虽然清晰，可在２份甜
瓜ＤＮＡ上带型差异很小，多态性很低，１０对引物组合
能够清晰、稳定重复出现带型的差异较大。筛选出１０
对引物组合扩增的统计结果（表２），１０对引物组合共
扩增出１６６条带，平均每对能扩增出１６．６条带，其中

有多态性条带１０４条，占６２．６５％，平均筛选出的每对
引物组合能扩增出１０．４个多态性位点，ｍ２１ｅ０１能够
扩增出１４个多态性位点。ｍ２１ｅ２１虽仅扩增出１０条
带，但都能扩增出多态性位点，引物组合扩增多态性位
点数为７～１４个，１０对引物组合多态性条带在两模板
上分布分别为４８．０８％、５１．９２％，比例为１∶１．０８，扩增
的ＤＮＡ条带分子量主要集中在１００～１　０００ｂｐ，图２
是１０对引物组合在２份甜瓜上扩增结果。

　　表２　 １０对引物组合扩增统计结果
　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｔｈｅ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　１０ｐａｉｒｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ

引物组合名称

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

碱基序列

（５′－３′）
多态性条带分布

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｂａｎｄ

总条带数

Ｔｏｔａｌ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｂａｎｄ

引物组合名称

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

碱基序列

（５′－３′）
多态性条带分布

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｂａｎｄ

总条带数

Ｔｏｔａｌ　ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ　ｂａｎｄ

马疱 ＰＩ４１４１７２３ 马疱 ＰＩ４１４１７２３

ｍ２１
ｅ０１

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＡ

８　 ６　 ２７
ｍ３０
ｅ１０

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＴ

４　 ８　 １８

ｍ２１
ｅ１０

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＴ

７　 ４　 １５
ｍ３０
ｅ３０

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＴ

６　 ７　 １９

ｍ２１
ｅ１１

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ

４　 ５　 １４
ｍ３１
ｅ２１

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＴＡ

５　 ４　 １５

ｍ２１
ｅ２０

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ

５　 ８　 １９
ｍ３１
ｅ５０

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＴ

４　 ３　 １１

ｍ２１
ｅ２１

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＴＡ

３　 ４　 １０

ｍ２１
ｅ３０

ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＡ
ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＴ

４　 ５　 １８ 总 计 ５０　 ５４　 １６６

　　注：Ｍ分子量从下至上分别是１００～１　０００ｂｐ　Ｌａｄｄｅｒ。

　　Ｎｏｔｅ：Ｍ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｂｏｔｔｏｍ　ｕｐ　ｗａｓ　ｆｒｏｍ　１００ｔｏ　１　０００ｂｐ　ｌａｄｄｅｒ．
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图２　引物组合在２份甜瓜ＤＮＡ上扩增结果
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｗｏ　Ｃ．ｍｅｌｏｎ

２．３　甜瓜遗传多态性分析及品种鉴定
２．３．１　ＳＲＡＰ标记分析甜瓜种质遗传多样性　１０对
ＳＲＡＰ引物组合在５４份甜瓜上共扩增出９９重复性好、
清晰的条带，多态性条带分子量在１００～１　０００ｂｐ之
间；平均每对引物组合的扩增带数为９．９条，平均多态
性条带比率（ＰＰＢ）为６８．８１％。将产生的５　３４６份数据
输入Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ统计软件。应用Ｕｐｇｍａ方法中的遗传
最大距离矩阵选项计算得到５４份甜瓜种质的遗传距
离矩阵（ＧＤ）。总体上，５４份甜瓜的遗传距离的变幅在
０．０８～０．７９之间，平均ＧＤ值为０．３７５，其中，在薄皮甜
瓜品种之间，遗传距离变幅在０．０８（编号４和编号１０）
到０．３１（编号６和１２）之间，说明遗传差异相对较小，
配组预期产生较弱的杂种优势；在薄皮甜瓜与厚皮甜
瓜品种之间，遗传距离变幅在０．２６（编号３和１４）到
０．７１（编号１和５４）之间，即使在厚皮甜瓜品种之间，遗
传距离变幅也在０．１０（编号３８和４７）到０．７９（编号５０
和５４）之间，说明遗传差异相对较大，配组预期产生较
强的杂种优势。用Ｃｌｕｓｔｅｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ命令，选用Ｕｐｇｍａ
的聚类方法，对５４份甜瓜的ＳＲＡＰ标记数据进行聚
类，得到聚类图（图３）。５４份甜瓜大体上分为了二类：

Ｉ类，包括１份印度野生甜瓜（编号５４）和３份哈密瓜
（编号为４４、４９、５１）；ＩＩ类可以再分为２个亚类：ＩＩ－１，包
括１２份薄皮甜瓜（编号为１、２、３、６、４、１０、５、９、７、１１、

１２、８）；ＩＩ－２，包括１份中国野生甜瓜（编号５３）和３７份
厚皮甜瓜（编号为１３、１７、１４、１６、１５、２８、２３、３０、１８、１９、

２４、２０、２１、２２、２６、３３、３５、３６、４８、３４、３７、４１、４５、２９、３９、

２７、４２、４０、４３、４６、３１、３２、３８、４７、５０、２５、５２）。值得指出
的是：１２份薄皮甜瓜均聚在ＩＩ－１类中，说明香瓜与菜
瓜的亲缘关系很近，与事实相符，公认香瓜和菜瓜均起
源于东亚薄皮甜瓜起源中心；有３份哈密瓜（编号为
４４、４９、５１）与印度野生甜瓜ＰＩ　４１４７２３聚在Ｉ类中，说
明这３份哈密瓜的原始祖先与印度野生甜瓜 ＰＩ
４１４７２３的亲缘关系相对较近。其它１０份厚皮甜瓜（编
号４１、４５、４２、４０、４３、４６、４７、５０、５２、５３）在ＩＩ－２类中聚在
一起；７份网纹甜瓜均分布在ＩＩ－２类中，其中５份（编号

１３、１７、１４、１６、１５）聚在一起，其它２份（编号１８、４８）聚
在无网纹甜瓜中，可能这２份网纹甜瓜含有无网纹甜
瓜的血统；２１份无网纹甜瓜均聚在ＩＩ－２类中，其中７份
（编号２９、３９、２７、３１、３２、３８、２５）散布在ＩＩ－２类的哈密瓜
中，说明这７份无网纹甜瓜可能具有哈密瓜的血统，其
它１４份无网纹甜瓜（编号２８、２３、３０、１９、２４、２０、２１、２２、

２６、３３、３５、３６、３４、３７）在聚类图上的分布介于网纹甜瓜
和哈密瓜之间，成为中间过渡类型。

　　表３　 １０对ＳＲＡＰ引物组合在
５４份甜瓜上多态性分析结果

　　Ｔａｂｌｅ　３ Ｔｈｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ

１０ｐａｉｒｓ　ｏｆ　ＳＲＡＰ　ｐｒｉｍｅｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　５４　Ｃ．ｍｅｌｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

条带数

Ｂａｎｄ
ｎｕｍｂｅｒ
／条

多态性带

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｂａｎｄ／条

多态性带比率

Ｒａｔｉｏ　ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｂａｎｄ／％

区分品种

Ｖａｒｉｅｔｙ　ｎｕｍｂｅｒ
ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ／个

区分率

Ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ
ｒａｔｅ／％

ｍ２１ｅ０１　 １５　 １１　 ７３．３　 ４３　 ７９．６

ｍ２１ｅ１０　 １２　 ９　 ７５．０　 ４４　 ８１．５

ｍ２１ｅ１１　 １２　 １１　 ９１．７　 ４３　 ７９．６

ｍ２１ｅ２０　 １３　 ８　 ６１．５　 ２４　 ４４．４

ｍ２１ｅ２１　 ９　 ９　 １００．０　 ２１　 ３８．９

ｍ２１ｅ３０　 ７　 ３　 ４２．９　 ９　 １６．７

ｍ３０ｅ１０　 １１　 ９　 ８１．８　 ２０　 ３７．０

ｍ３０ｅ３０　 ７　 ３　 ４２．９　 ８　 １４．８

ｍ３１ｅ２１　 ７　 ６　 ８５．７　 ２３　 ４２．６

ｍ３１ｅ５０　 ６　 ２　 ３３．３　 ９　 １６．７

变幅 ６～１５　 ２～１１　 ３３．３～１００．０　 ８～４４　 １４．８～８１．５

均值 ９．９　 ７．１　 ６８．８１　 ２４．４　 ４５．１８

２．３．２　ＳＲＡＰ引物组合鉴定甜瓜种质资源　以５４份
甜瓜ＤＮＡ为模板，筛选出的１０对ＳＲＡＰ引物组合分
别扩增，每对ＳＲＡＰ引物组合扩增的条带数、具有多态
性的条带数量以及对５４份甜瓜区分率均存在差异，其
分析结果统计（表３）。１０对ＳＲＡＰ引物组合扩增的条
带数量变幅在６～１５条；多态性条带数量变幅在２～１１
条；多态性带比率在３３．３％～１００％；区分品种数在９～
４４个；区分率变幅在１４．８％～８１．５％。由表３可看
出，引物组合ｍ２１ｅ０１共扩增出１５条清晰条带，１１条
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图３　１０对ＳＲＡＰ标记扩增５４份甜瓜所得聚类图
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｃｌｕｓｔｉｎｇ　ｍａｐ　ｏｆ　５４　Ｃ．ｍｅｌｏｎｂａｓｅｄ　ｏｎ　１０ｐａｉｒｓ　ｏｆ　ＳＲＡＰ　ｍａｒｋｅｒ

带具有多态性，多态性比率（ＰＰＢ）达７３．３％，能一次性
区分出４３份甜瓜（１对引物组合聚类图显示，以下同），
区分率达到７９．６％。ｍ２１ｅ１０共扩增出１２条清晰条
带，９条带具有多态性，ＰＰＢ达７５％，能一次性区分出
４４份，区分率达到８１．５％。ｍ２１ｅ１１共扩增出１２条清
晰条带，１１条带具有多态性，ＰＰＢ达９１．７％，能一次性
区分出４３份，区分率达到７９．６％。ｍ２１ｅ２０、ｍ２１ｅ２１、
ｍ２１ｅ３０、ｍ３０ｅ１０、ｍ３０ｅ３０、ｍ３１ｅ２１和ｍ３１ｅ５０，扩增出清
晰条带数分别为１３、９、７、１１、７、７和６条，带具有多态
性条带分别为８、９、３、９、３、６和２条，ＰＰＢ分别达
６１．５％、１００％、４２．９％、８１．８％、４２．９％、８５．７％ 和
３３．３％，区 分 率 分 别 达 到４４．４％、３８．９％、１６．７％、
３７％、１４．８％、４２．６％和１６．７％。显然，ｍ２１ｅ０１、ｍ２１ｅ１０
和ｍ２１ｅ１１这３对ＳＲＡＰ引物组合在甜瓜分类学与育
种学研究上，将有助于甜瓜种质资源的高效鉴定；在甜
瓜种子生产上，将有助于高效鉴定种子真伪与纯度。

３　讨论与结论
ＳＲＡＰ标记是基于ＰＣＲ的标记系统，因操作简
便，使用长１７～１８ｂｐ的引物以及５０℃的退火温度，保
证了特异扩增结果的稳定性。通过改变ＳＲＡＰ引物３′
端３个选择碱基可得到更多引物，由于上游引物与下
游引物可以自由组配，因此用少数的引物可进行多种
组合，大大减少了合成引物的费用，同时也大大提高了
引物的使用效率。ＳＲＡＰ是一种新型的标记，可真实、
充分地揭示植物种质资源多样与否的遗传本质。一方
面，ＳＲＡＰ标记是一种解决遗传分类上模糊不清或存
在争议问题的好方法；另一方面，只要采用合适的引物
对组合，ＳＲＡＰ标记可高效地鉴别品种［１８］。一些学者
对ＳＲＡＰ应用效率进行了比较研究，在揭示西葫芦的

形态学变异及类型的进化历史一致性方面，ＳＲＡＰ标
记提供的信息比ＡＦＬＰ标记更优良［１９］。该研究利用
不同的分子标记系统在甜瓜上都能产生各自有效的多

态性带，在平均多态性位点、平均多态性条带比率、区
分率和遗传距离上：ＳＲＡＰ＞ＤＡＭＤ＞ＲＡＰＤ，说明
ＳＲＡＰ做为一种新型的分子标记技术在甜瓜分子生物
学研究中具有十分广阔的应用开发前景。相对而言，
ＳＲＡＰ比ＤＡＭＤ和ＲＡＰＤ可检测到更高的遗传变异。
在类群关系上，ＲＡＰＤ、ＤＡＭＤ和ＳＲＡＰ标记的聚类结
果差异较大，由于不同类型的标记分别扩增不同的基
因片段，这也说明了甜瓜种质的变异方式较为复杂。
而相关分子鉴别研究结果则表明，ＳＲＡＰ标记比ＳＳＲ
标记可更有效、快捷、经济地鉴别桃［２０］、西红柿［２１］和甘
蓝型油菜品种［２２］。
该研究利用优化的甜瓜ＳＲＡＰ反应体系，筛选出

了多态性丰富的引物组合，在此基础上，利用ＳＲＡＰ标
记进行了甜瓜的多态性分析及品种高效鉴定。甜瓜间
遗传距离的变异幅度为０．０８～０．７９，从聚类结果看，薄
皮甜瓜（香瓜和菜瓜）之间的遗传差异相对较小，预期
配组杂种优势较弱；而薄皮甜瓜与厚皮甜瓜之间，遗传
差异相对较大，预期配组杂种优势较强。然而，在实际
育种工作中，薄皮与厚皮甜瓜间杂交只是为了转移某
些有益的农艺性状基因（如抗病性、早熟性、低温弱光
耐受性等），薄皮甜瓜与厚皮甜瓜之间杂种优势的利用
尚未列入甜瓜育种日程，利用方式也有待进一步探讨。
在现阶段的甜瓜育种工作中，一般在类内种质间配组，
而该研究得知厚皮甜瓜间遗传差异相对较大，杂种优
势有待进一步充分地挖掘和利用。ｍ２１ｅ０１、ｍ２１ｅ１０和
ｍ２１ｅ１１这３对高分辨率ＳＲＡＰ引物组合的挖掘，在甜
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瓜分类学与育种学研究上，将有助于甜瓜种质资源的
高效鉴定；在甜瓜种子生产上，将有助于高效鉴定种子
真伪与纯度。
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